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Bijlagen : 8 . 
Doel : 
Selectie van analysemogelijkheden voor de bepaling van glucosinolaten . 
Samenvatting: 
Er wordt een overzicht gegeven van de verschillende analysemogelijkhe-
den van glucosinolaten (GSL), waarbij kort ingegaan wordt op de ver-
schillende methoden . 
Hierbij wordt aandacht besteed aan het toepassingsgebied, de bruik-
baarheid , de gevoeligheid en de te verwachten resultaten. Verder wordt 
ingegaan op de problemen bij de kwantificatie. Tenslotte wordt een 
overzicht gegeven van de te verwachten GSL gehalten in verschillende 
kruisbloemige gewassen. 
Conclusie: 
Afhankelijk van het toepassingsgebied en de doelstelling van de ge-
bruiker, zijn de meeste methoden bruikbaar. Analyse van de intakte 
glucosinolaten met HPLC en met fotometrie na complexering met palla-
dium chloride leverde geen bruikbare resultaten. 
De meeste informatie wordt verkregen met een HPLC en een GCC methode 
waarbij enzymatisch gedesulfateerde glucosinolaten worden gescheiden 
en gekwantificeerd . Deze methoden lijken toepasbaar voor alle doel -
einden en zullen in het verdere onderzoek worden gebruikt . 
Verantwoordelijk drs B. G. Muuse 
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Glucosinolaten komen in de natuur vooral voor in kruisbloemige gewas-
sen waartoe behoren de brassieszaden zoals kool/raapzaad en mosterd-
zaad,· maar ook spruitjes, allerlei bekende koolsoorten, radijs, kool-
raap ·etc. 
Van glucosinolaten is bekend dat deze stoffen een schildklierremmende 
werking hebben, leverafwijkingen kunnen geven bij hoge doseringen zo-
als in de diervoeding kan voorkomen(!) doch ook dat glucosinolaten een 
activerende werking hebben op detoxificerende enzymen<2 >, waardoor hen 
een antimutagene werking wordt toegeschreven. Een toepasssing van glu-
cosinolaten zou kunnen zijn het gebruik van Brassicas als tussengewas 
bij de aardappel- en bietenteelt ter bestrijding van de aardappel en 
bietencyste aaltjes. Deze gedachte stamt van voor de oorlog en werd 
kort geleden weer opgenomen door Forrest en Farre<3). 
In het verleden werden GSL vooral bepaald in diervoeders. Met de toen-
malige methode werden alleen de vluchtige isothiocyanaten bepaald 
(mosterdolie) na stoomdestillatie van de enzymatisch vrijgemaakte ITC 
gevolgd door argentometrische titratie. Deze methode werd vooral uit-
gevoerd in diervoeders waarin schroot afkosmtig van brassieszaden ver-
werkt was vanwege de giftigheid van ITC. Een nadeel van de ze methode 
is dat slechts enkele van de aanwezige GSL bepaald worden. HPLC en GLC 
maken momenteel een meer gedetailleerde analyse van GSL mogelijk, het-
geen belangrijk is voor de bepaling van GSL in bv. groenten en de 
zogenaamde dubbel nul kool/raapzaadvari~teiten. Daarnaast zijn ook 
enige methoden bekend voor de bepaling van het totaal gehalte aan GSL. 
Glucosinolaten bestaan uit een thiocyanaatkern waaraan gebonden een 
glucose en een sulfaat groep, terwijl het type GSL wordt bepaald door 
het aglucon bestaande uit alkyl, aryl of een indolyl verbinding (fig 1). 
Een aantal GSL verbindingen met triviaal namen en struktuur zijn opge-
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Alkenyl glucosinolaten ontstaan uit het aminozuur methionine door suc-
cessive ketenverlenging met een CH2- groep. Daarna wordt de CH3- S groep 
afgesplitst en een dubbele band ingevoerd, waardoor het sinigrin, glu-
conapin resp. glucobrassicanapin ontstaan. Door invoering van een hy-
droxylgroep ontstaan vervolgens het progoitrin en gluconapoleiferin (4). 
2. Analysemogelijkheden 
In figuur 2 zijn de analysemogelijkheden aangegeven voor de ana lyse 
van GSL (10,5). 
Bij de analyse van GSL zijn twee routes te onderscheiden nl. wel of 
geen hydrolyse van het GSL d.m.v. het enzym myrosinase. Verder zijn er 
methoden die alleen het totaal gehalte aan GSL geven en methoden die 
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Door het enzym myrosinase (5) wordt zowel glucose als de sulfaatgroep 
afgesplitst, waarbij afhankelijk van de analyse- omstandigheden nitril-
len, thiocyanaten of isothiocyanaten ontstaan (fig. 3). Het totaal GSL 
gehalte kan bepaald worden via de bepaling van glucose. Alkyl isothio-
cyanaten kunnen gaschromatografisch bepaald worden. Hydroxy- alkenyl 
ITC's cycliseren tot thiooxazolidonen zoals VTO. Daar deze thiooxazo-
lidonen weinig vluchtig zijn, worden ze nie t met gaschromatografie 
doch m.b.v. spectrafotometrie of met een méer gevoelige HPLC methode 
geanalyseerd. 
Wanneer geen myrosinase wordt gebruikt, kan het totaal GSL gehalte be-
paald worden als Pd-Ligand (spectrofotometrisch), de GSL samenstelling 
met HPLC. Ook kan met het enzym sulfatase de sulfaatgroep van het GSL 
afgesplitst worden. De aldus verkregen gedesulfateerde GSL kunnen 
zowel met HPLC als GLC bepaald worden. 
In het kort zal nu ingegaan worden op de verschillende analysemethoden. 
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2.1 ISO 5504 methode 
Deze me~hode is tot nog toe het meest gebruikt naast de klassieke 
argentometrische methode ( bepaling van het mosterdoliegehalte). Het 
toepassingsgebied ligt vooral op het gebied van de veevoeders en zaden 
zoals kool/raapzaad met een hoog gehalte aan GSL (ca. 100 pmol/g ont-
vet materiaal) . Deze monsters bevatten hoofdzakelijk GSL uit de alkyl-
groep zoals glucobrassicanapin en progoitrin . Aryl en indolyl GSL 
worden met deze methode niet geanalyseerd . 
Bij deze methode worden de GSL omgezet in isothiocyanaten door myrosi-
nase bij PH 7 waarbij het uit progoitrin afkomstige hydroxy-isothiocya-
naat cycliseert tot 5-vinyl-oxazolidon-2-thion (VTO) . In bijlage 2 
zijn het analyseschema, de daarmee verkregen GLC resultaten en het 
absorptiespectrum van VTO opgenomen. Het GLC chromatagram toont de 
isothiocyanaten uit een raapschroot met een totaal GSL gehalte van 
ca.lOO pmol/g. 
Straight phase HPLC analyse van VTO is mogelijk waarbij de monster-
voorbereiding vrijwel overeenkomt met de ITC analyse. Gehalten vanaf 
ca. 5 mg/kg zijn op deze wijze te bepalen. VTO heeft een absorptie-
maximum bij 248 rum . 
Vergelijking van de argentometrische methode (monsterdoliebepaling) 
met het via ISO 5504 verkregen isothiocyanaatgehalte (berekend als 
allyl ITC) gaf nagenoeg geen verschillen te zien bij gehalten vanaf 
ca . 0,2%, zoals voorkomen in koolraapzaad. 
2.2 ~n~lzs~ ~a~ !n!a~t~ ~s~ 
Analyse van de GSL als zodanig is mogelijk met HPLC (11). De cleanup 
bestaat uit binding van de GSL via het sulfaation aan een anionenwis-
selaar, verwijdering van verontreinigingen met water en vervolgens 
elutie van de GSL met loog. De GSL samenstelling kan daarna worden 
bepaald met ion palring HPLC danwel kan het totaal gehalte aan GSL 
worden bepaald door complexering met Pd++ (6) en fotometrische 
bepaling. In bijlage 3 is het analyseschema met de verkregen HPLC 
scheiding opgenomen. 
Gebleken is echter dat de cleanup procedure niet reproduceerbaar i s 
uit te voeren waardoo r zeker de Pd++ meting niet betrouwbaar is. HPLC 
met een externe standaardisatie heeft hetzelfde bezwaar, analyse met 
een interne standaard zou mogelijk een verbetering zijn doch alterna-
tieve mogelijkheden bleken aantrekkelijker. 
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2.3 ~n~lzs~ ~a~ ~e~e~u!f~t~e~d~ ~l~c~s~n~l~t~n_m~t_HKLE ~f_C~p~l!a~r 
cc. 
Voor analyse van de GSL is het mogelijk om een cleanup uit te voeren 
met een anionenwisselaar en vervolgens met sulfatase de GSL af te 
splitsen van de aan de anionenwisselaar gebonden sulfaat groep. De ge-
desulfateerde GSL kunnen vervolgens direct met reversed phase HPLC 
worden geanalyseerd (7,8) danwel kunnen de gedesulfateerde GSL worden 
gesilyleerd voor analyse met (capillair) GC (7,12,13,14), waarbij met 
een interne standaard wordt gekwantificeerd. Een nadeel bij de gaschro-
matografie is dat niet alle GSL thermisch stabiel zijn (bv . indolyl 
GSL) en dat de voor GC noodzakelijke silylering niet voor alle GSL 
even makkelijk gaat. Identificatie kan geschieden met Electron Impact 
of chemische ionisatie - GCMS (15,16,17,18) . Het analyseschema, de 
HPLC resp. de GLC gegevens en chromatagrammen zijn opgenomen in fi-
guur 4. Ook met radiaal compressie HPLC zijn goede resultaten verkre-
gen waarbij de analysetijd korter is dan bij normale HPLC. 
De methode is goed toepasbaar op hoge en lage gehalten zoals voor-
komen in kool/raap zaden en gevriesdroogde groenten (b.v. spruitjes ). 
Zowel alkyl-,aryl- als indolyl-glucosinolaten worden bepaald. 
2.4 ~e~a!i~g_v~n_h~t_t~t~a! ~S~ ~e~a!t~ ~i~d~l~ ~e!i~g_v~n_g!u~o~e~ 
Na enzymatische afsplitsing van glucose met myrosinase kan het totaal 
GSL gehalte spectrafotometrisch bepaald worden door een kleurreactie 
van glucose met thymol of door enzymatisch het glucose gehalte te be-
palen (9,19,20, 21). De thymolmethode is nauwkeurig gebleken en wordt 
toegepast op brassicazaden (ook dubbel nul variëteiten). 
3. Kwantificatie van de resultaten 
De gaschromatografische resultaten worden berekend door integratie 
van de piekoppervlakken van de gesilyleerde GSL. Daar sprake is van 
verbindingen met een groot aantal koolstofatomen (ca. 25) mag worden 
aangenomen dat er geen responsverschillen in de vlamionisatiedetector 
bestaan. Het oppervlakte percentage is derhalve gelijk te stellen aan 
het massapercentage . Met behulp van de interne standaard , in de meeste 
gevallen kan dat sinigrin zijn doordat dit meestal ontbreekt in het 
produkt, is de samenstelling uit te drukken in absolute waarden. 
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2 4 6 1 
lOENTlFlCATIE: I . PROGOITRIN 4 . GlUCONAPIN 
2 . SINIGRIN 
3 . G~UCONAP~EIFERIN ' · 4-HYOROXYGLUC08RASSICIN 8 . ~VC08RASSICANAPIN 
De voorkeur gaat uit naar uitdrukking van het resultaat in ~mol per 
gram monster (eventueel ontvet), waardoor waarden worden verkregen 
die onafhankelijk zijn van het type GSL. 
Bij het kwantificeren van de HPLC resultaten dient de molaire extinc-
tie in het meetgebied bekend te zijn voor ieder GSL. Daar de GSL struk-
4 • • 
tuur nogal uiteen kan lopen zijn na~enante verschillen te verwachten 
voor de verschillende glucosinolaten. Het ontbreken van standaardmate-
rialen noopt ons dan ook de HPLC resultaten te refereren aan de GLC 
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resultaten . Vergelijking van de resultaten gemeten bij diverse golf-
lengten levert een zgn . relatieve molaire extinctie op t . o . v . sinigrin 
welke is geillustreerd in bijlage 4 . Indolyl GSL (4-hydroxy-glucobras-
sicin) bleek een ca. 5 maal hogere molaire extinctie te hebben dan de 
alkyl GSL en een absorptie maximum te hebben bij 222 nm. 
Door deze onderlinge afhankelijkheid van HPLC en GLC zijn de resulta-
ten verkregen met beide methoden identiek. HPLC biedt daarbij echter 
het voordeel dat de GSL niet gesilyleerd behoeven te worden hetgeen 
een voordeel is daar sommige GSL moeilijk silyleerbaar of thermisch 
minder stabiel zijn bij de GC analyse. Voor die gevallen is kwantifi-
catie niet mogelijk voordat de mol. extinctie op enigerlei wijze be-
paald kan worden . 
4. Methodevergelijking 
Van de diverse methoden is het niveau te vergelijken door de resulta-
ten van twee onafhankelijke methoden naast elkaar te leggen zoals bv. 
ISO 5504 naast de HPLC methode of de som van de individuele GSL gehal-
ten te vergelijken met totaal GSL gehalte verkregen via glucose . 
In bijlage 4 is een vergelijking gemaakt van de ISO methode versus de 
GCC analyse van de gedesulfateerde en gesilyleerde GSL. Het totaal van 
progoitrin, gluconapin en glucobrassicanapin ligt voor de ISO methode 
ca. 15% lager, terwijl het totaal aan GSL voor de ISO methode ca. 25% 
lager ligt dan de GCC analyse . Worden de GCC resultaten vergeleken met 
een glucosebepaling met thymol zoals is gepubliceerd door Brzezinsky, 
dan loTOrdt met GLC/HPLC van de desulfo- GSL ca. 10% meer GSL gevonden 
(bijlage 5) . 
5. Voorkomen in de natuur 
Uit het onderzoek i.s.m. Brzezinsky bleek dat voor de onderzochte 
raapzaden met een toenemend gehalte aan totaal GSL het gehalte aan 
progoitrin en gluconapin verhoudingsgewijs constant was. Het gehalte 
aan hydroxyglucobrassicin (indolyl-GSL) bleek onafhankelijk te zijn 
Van het gehalte (bijlage 5). 
In bijlagen 6 t/m 8 worden onderzoekgegevens getoond uit een review 
artikel van Fenwiek et al (1). Daaruit blijkt dat voor de brassieszaden 
die in de diervoeding veel gebruikt worden hoge gehalten voorkomen van 
100-200 ~mol/g en dat in de humane voedingsmiddelen gehalten voorkomen 
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in het eetbare deel van de plant van 1-10 ~mol/g. De indolyl GSL die met 
name de stimulerende werking hebben op detoxificerende enzymen, komen 
volgens de literatuur niet voor in de oliehoudende zaden doch l~el in 
de bladkool en knolgewassen. 
6 . Conclusie 
Analyse van intakte GSL met HPLC en met fotometrie na complexering met 
palladiumchloride leverde geen bruikbare resultaten. Afhankelijk van 
de doelstelling en het toepassingsgebied zijn de ISO 5504 methode, 
totaal GSL via thymol (meting glucose) en de HPLC/GCC methode (meting 
van enzymatisch gedesulfateerde GSL) goed bruikbaar. 
Bij de HPLC/GCC methode wordt de meeste informatie gekregen over de 
individuele GSL. Kwantificatie van deze GSL is door het veelal ont-
breken van standaarden en referentiematerialen momenteel alleen moge-
lijk door relateren met de GCC analysen en eventueel vergelijken van 
de totaalgehalten met de thymol methode. 
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AGLUCON TRIVIAALNAAM A (STAUCTWA) 
1. ~THYL GLUCOCAPPAAIN CH3-
2. ALLYL•PAOP-2-ENYL SINIGAIN CH2•CH-CH2-
3. SUT-3-ENYL GLUCONAPIN CH2•CH-CH2-CH2-
~. PENT-(~)-ENYL GLUCOBAASSICANAPIN CH2•CH-(CH2)3-
!5. 2-HYOAOXYBUT-3-ENYL PAOGOITAIN 
8. 2-HYOAOXYPENT-3-ENYL GLUCONAPOLEIFEAIN 
7. 3-~THYLTHIOPAOPYL GLUCOIBEAVEAIN 
e. ~-METHYLTHIOBUTYL GLUCOEAUCIN 
9. 3-METHYLSULPHINYL- GLUCOIBEAIN 
PAOPYL 
10. 4-METHYLSULPHINYL- GLUCOAAPHANIN 
BUTYL 
11. 5-METHYLSULPHINYL- GLUCOALYSSIN 
F'ENTYL 



















1. 3-INX>LYLMETHYL GLUCOBRASSICIN 
2. 1-METHOXY-3- NEOGLUCOBRASSICIN 
INlOLYLMETHYL 
3. 4-HYDROXY-3- ~-HYDAOXYGLUCO-


































ANALYSE VAN ITC EN VTO (ISO 5504) 
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f3IJLAGE 3 
ANALYSE VAN INTAKTE GLUCOSINOLATEN -HPLC/Pd++ 
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~. B MM IO x 15 CM 
Eluens METHANOL/FOSFAATBUFFER 0.01N 
55 -----> 85~ NETHANOL (20 MIN) 
B MMOL THAB/LITEA 
FLOW 0 , S ML/ N1n 





5 . GLUCOBRASSICANAPIN 
B. 4 - HYOROXYGLUCOBRASSICIN 
VORMING MET Pd EN 








:::l RELATIEVE MOLECULAIRE EXTINCTIE 
T.O.V. SINIGRIN VAN GEOESULFATEEAOE 








.,. • : ~ SINI&RIN 
: -_., GLUCONAPIH 
PROGOITRIN 










VERGELIJKING TOTAAL 6LUCOSINOLATEN MET 


































H Korrelat i e tussen totaal GSL c:::l Vergelijking totaal GSL met 




/ Y' individuele ~0 f HPLC ~// GSL JIMOL/fi JlWX-/fi 
b~ T & •• T / 
/ 
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VARlATION IN INDIVIDUAL GLUCOSINOLATE 
CONTENT IN CONDIMENTS, OILSEEDS, 
AND FORAGES 
Conctntratlon (pa/af 
Clucoslnolac. Meu Ra na• 
Boerenkool Kale 2-Hydroxy-3-butenyl 3 
wlndole"" 230 
Witte mosterd Sinapi.J a/ba p·Hydroxybenzyl I 04400-128800 
S2200 
Crambt abyuinica 2- H ydroxy-3-butenyl 68000-76000 
Bruine mosterd 8. juncto 2-Propenyl S900 320-8000 
13200 - 17600 
3-Butcnyl 49700 32900-·69400 
9~00- lliOO 
4-Pentcnyl 200 0- .l20 
Zwarte mosterd 8. nlgra 2-Propenyl 23700 -·SOSOO 
16000· . 72200 
Raapzaad 8. 1·ampntriJ 3-Butenyl SS.lOO 44000 66200 
4-Pentenyl 70 3S · ISO 
··tellow ~•non 2· Phenylet hyl 360 110- SIO 
Brown sarson 3-Butenyl 39700 23300-· 47300 
4-Pentenyl 690 0- 3200 
Tori a 3-Butenyl 49100 43000- SS700 
4-Pentenyl 340 300- 540 
4-Methylthiobutyl 830 60- 1400 
2-Phenylethyl 180 3S- 3SO 
Ethiopisch raapzaad 8. t:arinata 2-Propenyl 20800-47800 
3-Butenyl 2300-4900 
4-Pentenyl 940- 6600 
2-Hydroxy-3-butenyl 40- 2600 
2- Hydroxy-4-pentenyl 40- 600 




• As K salt (seed contenu e11.preued on defatted meat buis). 
• Estlmated by releued thiocyanate ion. 
renwick, Heaney, Mullin 
CRC 1983 ~ 123-201 
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V ARIA TION IN INDIVIDU AL 




GlucOIInolalt Mun Ran1e 




4- Methylthiobutyl 49 
40 
4-Pentenyl 117 
2· H yd rolly-4-pe ntenyl 71 
~-Methylthiopentyl 102 
20 
2· Phenylethyl 250 
122 
" lndoleM~ 250 








2· Phenylethyl so 
83 
" lndole"' 25S 
111 
Kohlrabi 2-Methylpropyl lOS 
3-Butenyl 45 
3-Methyhulfinylproypl 1!9 
" lndole ... 133 
Radish /rans-4-Methylthio·l· .css 
butenyl 
'As Kaalt. 
~ E&tinuted by releued thiocyanate ion. 
Fenwick, neaney, Mullin 
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( 
VARlATION IN INDIVIDVAL GLUCOSINOLATE 
CONTENT IN LEAF V EG ET AB LES 
Gluc011Dolet1 











Savoy ~•bblp 2-Propenyl 














I Al K 1111. 
• Estim1ted by releesed thiocyen.ete Ion. 
Fenwick, Heaney, Mullin 



































160 60- 327 
0-144 
J2 1-137 
51-SIO 
240 136-517 
SJ 0-2$0 
88 IJ-27S 
37 3--194 
64 4-257 
73 22-320 
207 97-547 
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